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(54) In vitro Transkriptionsverfahren zum Screening von Naturstoffen und anderen chemischen 
Substanzen 



(57) Die Erfindung betrifft ein automatisierbares in 
vitro Veriahren zur Analyse der Transkription viraler und 
zelluldrer Gene, welches fur ein Massenscreening zur 
Auffindung spezifischer, die Genaktivitat selektiv beein- 
flussender chemischer Leitstrukturen in einer rationel- 
len und Okonomisch vertretbaren Weise geeignet ist. 

Das Verfahren zur zellfreien in vitro Transkription 
eines DNA-Templates, enthaltend eine zu transkribie- 
rende DNA-Sequenz, die unter der Kontrolle minde- 
stens eines genregulatorischen Elements vorliegt, ist 
dadurch gekennzeichnet, da 6 

a) fur die Transkription ein angereicherter und 
gegebenfalls aufgereinigter Extrakt aus Zellkernen, 



der gegebenfalls durch Transkriptionsfaktoren 
und/oder KofaWoren erganzt beziehungsweise teil- 
weise oder ganz ersetzt werden kann und minde- 
stens ein markiertes Nukleotid verwendet wird 

b) im Anschlufc an die Transkription die im Ansatz 
enthaltenen Proteine gegebenfalls abgetrennt 
und/oder degradiert werden, 

c) das markierte Transkript an einen festen TrSger 
gebunden wird, 

d) die OberschQssigen markierten NuWeotide ent- 
fernt werden und 

e) die Menge an markiertem Transkript bestimmt 
wird. 
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Beschreibung 



rpn^ Lfi h T » automat.s.erbares in vitro Verfahren zur Analyse der Transkription viraler und zelluiarer 
s Z?*; ^ Z ^ Mas6enscreeni "9 zur Auffindung spezifischer. die Genaktivitat selekHv beeirtlusseSer cheml 

* scher Lertstrukturen ,n emer rationellen und ekonomisch vertretbaren Weise geeignet ist Dee,nTlussender chemi 

n 0 «?„?h^ re r» 9 i T )n Na, J JrSto,,en 8Uf biol °9 i sch aktive Inhaltestoffe erhielt neuen Aufschwung nachdem sich 
gezeigt hatte daB mrt rationalem Wirkstoffdesign allein keine erfolgreiche Wirksloffsuche moglich isT So s^ehe^ n*S 

stanzquellen ,m Mrttelpunkt des Interesses. D.es liegt vor allem an der Vielfalt der in diesen Extrakten enthaltenen Sub- 
SrT ^ ■ I! TT" ^ ,yfiSChen M8th0den la6t Sich "^eisen, daB Extrakte r^^^S^S^So 
llt l , > rk ""tersc^edHche VerbindungskJassen enthalten. Damit sind sie hinsichtlich ihrer DiversiS ch^en 
und kombinatonschen Substanzbibliotheken wert uberlegen. "'versuai cnemiscnen 

Limitierend for die pharmakologische Nutzung des reichhaltigen und bisher weitgehend unerforschten Potentials 
is Trdon ""^K ' e " tom P atible ' 1 - ^agekraftigen Verfahren. mi, dene'n SS^SS^SSt 

w ^ « lnSbesondere werden Veriah ^ benotigt. die zur Wentifizierung von hochspezifiihenXmS? 
schen Wirkstoffen. deren Applikation mrt maglichst geringen Mebenwirkungen verbunden ist. ei^esem^eS- 

— Ji 3S L" 1 fol £ e . nd ! n bes chn'ebene Verfahren beruht auf einem Ansatz, bei dem Substanzen auf ihr Potential aetestet 

dnrrh Hfl^ 6 ^ Transk ^° n eines Gens wir °" *«h die genregulatorischen Elemente dieses Gens insbesondere 
durch den Promoter, durch Enhancer oder Silencer bestimmt. Die Wirkung der genregulatorischen Elememe 2 
durch Transkr,pt,ons- und Kofaktoren vermittelt und umgesetzt. Diese TranskriptionsLc^n konnen die SnsSioT 

* a,e eines Gens sowohl negativ als auch positiv beinf lessen und tragen dadurch zur Starke eta ^^K?3 Mm 
lerwe,le wurden e,ne Vielzahl von Transkriptionsfaktoren als wichtige "moiekulare Schalter" Z JvmZ^IT* 
Siz^er, S-gnaHransduWion. ZeHzyWuskontroMe. Differenzierung und kontrolliertemSS (ApX") 

o von ?^mfmhrr„nr d rr o Ze,le " emPf f *'* «'* der ^"skription von Genen beinf .ussen. werden 

ZnloZT ^ f". L eg,str,ert ■ 'n^ellular durch Signaltransduktionsketten weitergeleitet und von Tran 
leTsZ^w! h T 98S6tZt , Be : SPie ' e * Pr0,eine ' die ^««wHmal« empfangen. sind cAMP-bindende £ote™ 
Sensoren fur Wachstumss,gnale (w.e der Serum Response Faktor. SRF), Hormonrezeptoren oder TranskrbtiorSk^ 

a T;^:;Z) 00 ™ Zyt0k,nen beteili9t Sind ' S09enannte SW (S ^ nal ^ns^uIrandStors 

s Mittlerweile sind eine ganze Reihe von Substanzen bekannt, die direkt oder indirekt die Starke der Transition 
ZSZwT 'T"- S «T SUbStanZ6n W6K,en U a ' a,S Ph^makologische WirkstoSel 'SSZSLZES 

Be.sp.etewe.se werden zur Behandlung von immunologischen Erkrankungen Arzneimittel einaesetzt die 
wSSTr . Steroidderivate a,s ^Iten. Cyclosporin A bilde, einen ^^St^SS^i 

nhTrv «t r ^' neUr,n ' e,ne ,. ubit > uitare Pnospnatase. die Proteine in unterschiedHchen Ston^echstiwegen dephls 
S2 7 I Ca ' Cm T, n re9u,,ert z B - die Verlagerung einer Untereinheit des Transkriptionsfakto* S5r3z£K, 
den Zellkem (L.u, J. (1993) Immunology Today 14. 290-295). NFAT (nuclear factor oYa<tfvated T-celE is°Tn Sr AW, 

szs^ss T ,ist cyc,ospori " a (csa) '^hSss cassis 

von nwu (nuclear factor of activated T-cells) die Expression dieser Gene. Da Cyclosporin A aber nur indirakt nsmiirh 
tlTlt ^ ,CineUnn - diS Aktivitat von NFAT r ^°«- «*" Cyclosporin a' ube^ere sSelet^e 
SSSISS^ ^ ^ P h ^ologfecher Wirkstoff h-^?SSS5S 

a^ircC^e^ S ° WQrd6 ei " Medika — dasdi — Wirkstof, ^ vo, 

mit < A a U rt , I„ G M^ k0r1il ^ ide Zah,e " ZU d6n P harmatoI °gischen Wirkstoffen. die neben der gewOnschten Wirkunq auch 

iT"'"* zellkem und somit die Aktvierung wichtiger immunologischer Zielgene. Der EinfluB von Glukokortiko- 
Kfen auf die Genexpress,on ist ahnlich wie im Fail von CsA relativ unspezifisch. da GluhDmS I rtS °Z EES. 
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sondern auch auf andere Proteine wirken. 
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Os^^^t^T^ 5522? k6it ™ ^ ^^-en Erkrankungen Oder 
exprimie*A. S C*undlaged!eserH« 

angesehen werden, bl^^ZS^S^^^ Repertoire 3enregu«atorischer Proteine 

ions- und Kofaktoren (ac^tec^ mit »«*immten Transkript- 

10 regulieren. Protemen). d.e d.e koordm.erte und kontrollierte Transkription distinkter Gene 

in ^T^flr^ Pathoiooisch reievanter Gene 

onsverfahren benotigt. bei d!L der S ^n^^eX^^Tr" id „ enti,iziere "- Transkripti- 
die an der Regulation der Transkription bPt^or, p™! Wrkstoffen auf die Transkription einzelner Gene, d.h. auf 
« BedingungendirektmeS^^ 

fahren dauber hinaus einfach durchzl'hrS SiSS* ° M m0 ~* 80,1,6 das Ve " 

ExtraktefWeil.PA Se g V ^ Z^^y^lll^T^I^ t ^ aUS Zel,kerne "' sooenanntSlOO- 
RNA-Polymerase I (Or die in vZ r^Lin l^L ^ ^ J - ^ Chem - 254 ' 61 63"6173) und gereinigte 
cherten, aber nicht waiter ™ A Po, ^ ase " <««n diese angerei- 

Roeder, R.G. (1979) Cel. 18, 469-484 Sna^ ^iS^.^S^fl? (Wei '' ' ^ DS ' Se 9 a "- J - 
mology 101 , 582-598). 9 ' ' ^ RL ' ShaS,ry ' BS ■ Roeder . R G- 0 983) Methods in Enzy- 

gungssohritte. bei denen die Kernextrakte *S™toS£^K ? m be,nhalten diese Verfahren Reini- 

steme bisher jedoch technisch zu aufwendig und I zu teu« I TlnS!^ ° be / 1durchsa,2 ■ s,nd «**»• Transkriptionssy- 
von Extrakten aus Zellkernen anstelle Jon ,l^nln^'^ Transkr.pt,onssystemen, z.B. unter Verwendung 

ti°r.enauf..n U nzureichend^ 

ren und DNA-bindene Proteine mSSS^^T^^' W " tan SiCh VOr al,em NuWeinsSu- 

Bei den in groben Extrakten ^SX^SS^^ T ^ auf d ' e vitr ° Transkription aus. 
ren. Da die Gene fur t-RNAs eZ Too maV^^ u L ,nabesonde re DNA-Sequenzen. die for t-RNAs kodie- 
renden Sequenzen zu einem oZSZZXS^ V* ™ Whren diese ™* ^ 

erst durch aufwendige ReinigungSS ""^pezif ischen Transkripte mOssen dann 
den konnen. gungsscnmte abgetrennt werden, bevor d.e spezifischen Transkripte nachgewiesen wer- 

J^ssszx s^s:s^sr mea ^ veworen ***** b * 

freie Kassette) wobei sich an riip n olT ouan,n ; Basen enthar t (e>ne sogenannte G-freie Sequenz bzw G- 
Guanine enthi. — *at *r sehr^ 

durchgefOhrt wird. Dadurch werden nur G-^fe Seau Jnzen nTe^hf ' !f *! ^r.skr.ption in Abwesenheit von GTP 
Auf diese Weise werden spezifische J ^^e^^^^T ^' G - errthaltende Sequenzen transkribiert. 
sen. Sawadogo und RoeSr habsn elSmaS Ve^nH 1 damb * h ' naus eine ("*«•) einheitliche Unge aufwei- 
eine 400 NuWeotide lange Sequenz ^I^^^ml^h ,Qt ™^^ beschrieben, bei dem 

Vektor werden Transkripte nTeine Lange Z Sl^ NuZt KST ")« ,0r Pr ° m0t0r6 V ° r,iB9t - Mit diesem 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 4394-4398) Nukleot.den erhalten (Sawadogo. M. und Roeder, R.G. (1985) 

sterernst. M. (1996) EMBO J. 15 31^m-SS^^.^ ( ? 0pp-1 ' A ' Stel2er ' G ' F. Mei- 

is. J105 31 15, Kretzschmar. M., Kaiser, K., Lottspeich, F., Meisterernst, M. (igg 4 ) Cell 



3 



EP 0 864 656 A2 



10 



15 



50 



55 



78 525-534; Meisterernst, M. Roy, A.L, Ueu, KM. and Roeder, R.G. (1991) Cell 66 981-993) 

J" 6 3*' an ( ! knption von Genen Wr ein Wirkstoffscreening zu nutzen wurde bererts In WO 96/26959 beschri^hpn n„ rt 

kann und mindestens em markiertes Nukfeotid verwendet wird weraen 
1«*Z C T " TfanSkripti0n die im Ansatz -thaltenen Proteine gegebenlalls abgetrennt und/oder degra- 

c) das marta'erte Transkript an einen festen Trager gebunden wird 

d) die Oberschussigen markierten Nukleotide entfernt werden und 

e) die Menge an markiertem Transkript bestimmt wird. 

En besonderes Merlona. des Verfchrens is,. daB alle Verfahrenschritte. aiso die eigentKche Transkriptionsreakfion 
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20 



&l!!S tiCn) T*" die D Abtrennun 9 und D «eWion des spezifechen Transkripts automatisierbar sind, wobei eine ein- 

wird^ !n^rJ e !. nhalte i d3B d,e Transkri P tion in Gegenwart von Aklivatoren und/oder Inhibitoren durchgefuhrt 
wird d.h. in Gegenwart von Komponenten, die die Transkription positiv oder negativ beinf lussen Beispielsweise tann 
10 ^^skTrptonsfahiger Extrakt aus Ze.ikernen fOr die basale Transkription eingesetzt weSen S SS 

In I f '" h,b,e ; un9 ^ Trans kr-Pt'on zu einer verminderten Transkriptionsrate und damit zu einer geringeren MeZ 
an spez.fscr.em Transknpt/Zeiteinheit. wahrend eine Akfivierung der Transkription zu einer erhOhten T^SonSE 
und darrnt zu einer grOBeren Menge an spezifischem TranskriptfZeiteinheit tthrt Transkriptionsrate 
^in?'!^ 8 " 3 ^" v ™ Genen laB « sich in mehr ere Schritte einteilen - die Bildung des Pre-lnitiations-KomDlexes 
(PIC) Atoviemng des PIC, Initiation. "Promoter Clearance". Elongation und Termination FOr die Sin de! Tra^ 

no^r:X en ht Prrt T ^ d '! ■P - **' We ^^rkung der RNA i^m^^^SSSS 

nM» D.ese DNA-bmdenen Prote,ne bezeichnet man als Transkriptionsfaktoren. wobei die generellen TrSSns' 
ZZZZTr I ^ h !? an Wechselwirku "9 "* P'omotor beteiligt sind. wahrend L ^ezms^ ^SS,- 
Z£SZ££Z£? Elemente, die stromal ode, •on-uSut.lTSSS 

-rrn*" d ! r J' a 1 n f^ i P tion eukaryotischer Gene sind die generellen Transkriptionsfaktoren TFIIA TFIIB TFIID TFIIE 
TFIIF und TFIIH beteiligt Eine transkriptionsfahige Proteinfraktion, die fDr eine geringfQgige ' basale Sat !>n 

eileil von TFlS xS2 WE TFUF ^1 ^ 11 ML - Prom *« * * durch TBP (TATA-bindende Unter- 

einneii von I hid), TFIIB. TFIIE, TFIIF. TFIIH und RNA Pol II erreicht. Proteinfraktionen die eine solche basale Aktivitat 
hervorrufen werden als basale Transkriptionssysteme bezeichnet. Dieser Begriff wird im linn eISS? autf !o 
e.nen angereicherten und gebenfalls aufgereinigten Extrakt aus Zellkernen vLendet Hn?!SSrSb?2 mit^S 
SSJST li :r S H kriP, r SSyStemS wird. wird als basale Timm^l2SS^£l 2££ 

Si^iC!^:^ wi,d mindes,ens ein 6883168 Tra -^««. u^n "u e rr 

TV»n2£? akt,Vi f 46 ^JT* 0 " werden ^atzlich zu den generellen Transkriptionsfaktoren bzw zu einem basalen 
DNA binZ ^ '^"^'f A " d,eSem W»««"P™»« sind auch andere Proteine d e nicM d"eM an d* 

S5£S SET SS^SSEK^ die ^ von Tran ^— ™ 

fmw^^T ^ nhaltet daB mr die basa,e Tra "skription ein angereicherter Extrakt aus Zellkernen (Zellkernex- 
J£,E? Kernextrakt) emgesetztwird. Im Bezug auf diesem Parameter 1st das Vartahrw unlJl^i^'SrSl 
sowohl fur d.e verwendete Zelle, als auch fur die ven*endete eukaryotische Spezies. Bei^Z^se S^k TS 
S^JSTf - * - menSChlichen tierisch *" Zellen abge.eiteten zS^ZJn^SS *SbT 

HeL d 3 Lu*n JS!"^* F r mentem im aroBen Ma6stab **Wt und vermehrt werte kTnen wieS 
sth z iZZ£SZl^ r B T"\ aU t ^ 2e " kernen auS9ewahH - Mtyp-a insbesondere von sdchen.^fe 

^onH^ bes H 0nd f A er Vor1eil des Verfahrens ist. daQ auch Kernextrakte aus Geweben oder Tumorzellen isoliert und ver- 
Nabelschnuren, toerschen oder menschlichen Transplantations-Abfallprodukten, tierischem oder n^sewfehem B,nn 
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fahren hergestellt werden. beispielsweise nach einer Methode, die von Dignam et al. beschrieben wurde (Dignam J D 
Martin. P.L.. Shastry, B.S.. Roeder. R.Q. (1983) Methods in Enzymology 101, 582-598; Dignam, J D Lebovitz R M 
Roeder, R.G. (1983) Nucleic Acid Res. 11. 1475-1489). Eine besondere AusfQhrungsform des Verfahrens ist. daB fur 
die Herstellung eines angereicherten Kernextrakts Verfahren benutzt werden. die ein Homogenisation der Zellkerne 
mit anschlieBender Dialyse des Homogenats beinhalten. 

Eine wichtige AusfOhrungsform des Verfahrens beinhaltet, daB der angereicherte Extrakt aus Zellkernen durch 
emen odermehrere Reinigungsschritte. insbesondere einfache Reinigungsschritte in dem MaBe aufgereinigt wird daB 
er transkriptonsfahig ist. d.h. das bei DurchfOhrung des Verfahrens ein spezif isches Transkript erhatten wird Beispiels- 
weise kann der Extrakt chromatographisch aufgereinigt werden. Die Reinigung kann z.B. Qber kernproteinbindende 
Mater.al.en wie Phosphocellulose. DEAE-Cellulose Oder auch Heparin-Sepharose erfolgen. Altemativ konnen fur die 
Reinigung Kationen- und/oder Anionenaustauschersaulen oder spezifische Affinitatssaulen, z.B. solche. bei denen an 
das Saulenmatenal Antikorper oder OligonuWeotide gebunden sind. eingesetzt werden 

Eine besondere AusfOhrungsform des Verfahrens beinhaltet, daB ein angereicherter Kernextrakt Qber eine Phos- 
phocellu osesaule. insbesondere eine P1 1®-Saule (P1 1 ©-System, Whatman, Maidstone, England) aufgereinigt wird 
is Eine weitere besondere AusfQhrungsform des Verfahrens beinhaltet, daB der angereicherte Kernextrakt nur Qber einen 
e.nzigen Schritt aufgereinigt wird. beispielsweise Qber eine einzige P1 1®-Saule, oder eine einzige Saule mit Saulen- 
matenal, das DEAE-Cellulose oder Heparin-Sepharose enthalt. 

Bei einer speziellen AusfQhrungsform der P 1 1 ®-Reinigung wird der Kernextrakt zuerst in Qegenwart eines Puffers 
der neben anderen Bestandteilen. 0.05 bis 0.15 M, vorzugsweise 0,1 M KCI enthalt, an die Phosphocellulose gebun- 
« « .7^ Waschen der beladenen Saule mit geeigneten Puffern, vorzugsweise mit einem Puffer, der 0 05 bis 
0.15 M KCI. vorzugsweise 0.1 M KCI enthalt, werden unspezrfische und storende Komponerrten von der Saule gewa- 
schen. Die transkriptionsfahigen Komponenten werden vorzugsweise in zwei Fraktionen von der Saule eluiert wobei 
zuerst em Puffer der beispielsweise 0,4 bis 0,6 M KCI, vorzugsweise 0,5 M KCI enthalt. und im AnschluS ein Puffer der 
beispielsweise 0.7 bis 1 M KCI. vorzugsweise 0,85 M KCI enthalt, verwendet wird 

Eine spezielle AusfOhrungsform des Verfahrens ist. daB die Transkription mit Hilf e eines angereicherten. gegeben- 
falls aufgeremigten Kernextrakts in Qegenwart von exogener RNA Polymerase II durchgefuhrt wird Als RNA-Polvmer- 
ase kann vorzugsweise eukaryotische RNA-Polymerase vom Typ II (RNA- Polymerase II), insbesondere tierische oder 
menschliche RNA-Polymerase II verwendet werden. 

Eine weitere AusfQhrungsform des Verfahrens beinhaltet, daB ein angereicherter und gegebenenfalls aufgereinig- 
ter Kernextrakt durch Zusatz von Proteinen, beispielsweise von Transkriptionsfaktoren und/oder Kofaktoren (accesso- 
nschen Proteinen) erganzt beziehungsweise ganz oder teilweise ersetzt werden kann. Diese Proteine konnen 
beispielsweise aus den Kernen von Zellen aufgereinigt oder rekombinant hergestellt werden 

Eine spezielle AusfQhrungsform des Verfahrens ist, daB der Kernextrakt nur durch einen Transkriptions- und/oder 
Kofaktor erganzt wird. Im anderen Extrem beinhaltet das Verfahren, daB eine transkriptionsfahige Protein-Frakfion 
(basaJes Transteiptionssystem) vollsiandig aus aufgereinigten oder rekombinant hergestellten Transkriptions- und/oder 
Kofaktoren sowie RNA-Polymerasen zusammengestelrt wird. 

Ate Transkriptionsfaktoren konnen beispielsweise generelle und/oder spezifische Transkriptionsfaktoren bzw Teile 
aerselben, gegebenfalls als Fusionsproteine, eingesetzt werden. 

Ate generelle Transkriptionsfaktoren konnen beispielsweise TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE TFIIF TFIIH TFIU undTBP 
40 (TATA-binding protein) eingesetzt werden. 

Als spezifische Transkriptionsfaktoren konnen beispielsweise NFkB, AP1, NFAT, GATA3 TCF/Lef CBRTat Mitalie- 
der der fos/jun Familie, der Oct Familie (Oct-1 . Oct-2) und damit wechselwirkende Faktoren wie z B Bobl OCA-B oder 
der Ets Famihe ' Aktivatoren der Familie der ATF/CREB Proteine, nuWeare Rezeptoren wie z.B PPARa oder die 
enteprechend zelHyp-spezifischen Isotormen von Transkriptionsfaktoren verwendet werden (Kel. O.V., Romaschenko 
« A.Q., Kel, A.E., Wingender, E.. Kolachenov, N.A., (1995) Nucl. Acids. Res. 20. 3-16). 
Weitere Beispiele fur spezifische Transkriptionsfaktoren sind: 

1. Protoonkogene. beispielsweise jun, fos, ets, myc, bc-lsoformen und erb 

2. Hormonrezeptoren, beispielsweise (erb), Glukokortikoid-, Estrogen-, Retinolsaure-, Vitamin D-Rezeptoren oder 
so 3. Tumorsupressoren, beispielsweise p53, NF1, WT1, RB 

4. virale Pathogene, beispielsweise Proteine des Herpes Simplex-Virus, wie z.B. VP16 oder ICP4 des Papilloma- 
virus wie z.B. El. E2. E6 Oder E7, des Adenovirus, wie z.B. E1A oder E2A. des Cytomegali-Virus. wie z.B. IE86 
des Hepatitis B-Virus. wie z.B. pX, des HIV-Virus, wie zB. Tat oder Rev 

5. zelltyp- und/oder gewebespezifische Faktoren. wie beispielsweise myogene Faktoren, Pit-1, Oct-2 Pu-1 OCA- 
B oder HNFs oder T-Zell spezifische Faktoren wie Ets-1 , GATA3, TCF/Lef, CBF, 

6. STAT-Proteine (Signal transducers and activators of transcription) beispielsweise ZytoWn-aktivierte Transkripti- 
onsfakioren v«ez^B IM Stat, IL-2 Stat, IL-3 Stat, IL-4. IL-5Stat, IL-6Stat. IL-7Stat, IL-8Stat. IL.9Stat. IL-losiat. 
IL-1 1 Slat. IL-12 Stat ( Stat" bedeutet Protein, das die Wirkung vermittelt) oder 
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7. Proteine. die an second messenger TransdukBonskaskaden beteiligt sind, beispi Isweise CREB Oder abl 
L^n & 2+ R ^! Pt ° ren ^ beis P ielsweise " se ^"d messenger'-Rezeptoren (beispielsweise cAMP- Oder IP 3 -Rezep- 
toren, Ca -abhang.ge Rezeptoren). Retinolsaure-Rezeptoren. Glukokortikoidrezeptoren oder Steroidrezeptoren 
AP^oder^lFAT toren oder lnhibitoren ' beispielsweise spezifische Aktivatoren des IL-2-Gens. wie NFkB, 

10. entwiddungsspezrfisch, zellzyklusspezifisch und differenzierungsabhangig exprimierte Transkriptionsfaktoren. 

*tJ?0£?£ ^ be l spi * lswe « e *«■ Protein-Protein-Wechselwirkungen und/oder Protein-DNA-Wechselwirkungen 
o 2,^1 T a " d f ' Tra "! knption betei,| 9 t - Eini 9 e »«Wor«, sind bereits in einem basalen Transkriptionssystem 
Z a ^h e ; ^ S T '^ Vierten ^"^iP^^tem. Kofaktoren konnen die Transkriptionsrate positiv oder 
negativ beeinflussen. Als Kofaktoren kOnnen beispielsweise 

' rTu^™^ TAF " 30 ' TAF||4 °' TAF " 55 ' TAF » 60 ' TAF » 110 - TAF " 1 50 TAF.,250 (Verrijzer, 

CP und Tjian, R. (1996) Trends B.ochem. Sci. 21. 338-342; TAFs bilden zusammen mit TBP den TFIID-Komplex 

wobeidieZusammensetzungderTAFsimTFIIDerheblichvariierenkann)- ' 

- Mediatoren d.h. Kofaktoren. die mit der RNA Polymerase II assoziiert sind.' wie beispielsweise CTD (carboxytermi- 
nal d ^ a ' n )-^ag 1 erende Proteine und/oder Repressoren und/oder Aktivatoren der RNA Polymerase I ins- 
besondere RAP 30, RAP 74. RAP 38, SR7 (Suppressor der RNA Polymerase B, SRB), ZyWine oder Kinasen (z B. 

< - Generelle Kofaktoren; 

' Moo.r'fJ" 1? US « (upstream «"™*«wy activity)-Fraktion enthalten sind (Kaiser, K. und Meisterernst M 
(1996) Trends Biochem. Sci., 342-345), 

" ^^r^^;^"** - " PC1 ' PC2, PC4 (P15) ' PC5 ' PC6 - Dr2 < D Repressor 2J/PC3. ACF(Aktivierender 
K°faWor).CofA(Kofal<torA).^ 

- Negative Kofaktoren, beispielsweise NC1 , NC2 und/oder 
Spezifische Kofaktoren 

eingesetzt werden. 

Das Verfahren beinhaltet, da!3 fur die Transkription ein DNA-Template eingesetzt wird, das ein oder mehrere aen- 
regulatorischeElementeundeinezutranskribierendeDNA-Sequenzenthalt rnenrere gen 

T ra n!^^ enStand f f Ert ! ldU ! 19 * 8in DNA - Tem P'a*e. das in dem beschriebenen Verfahren zur zellfreien in vitro 
Transkr.pt.on eingesetzt werden kann. Das DNA-Template enthalt ein oder mehrere genregulatorische Elemente und 
eine zu transknbierende DNA-Sequenz. Das DNA-Template kann zusatzlich weitere leque^abschSte Sin 
u J'" 9 enre 9 u,atonsches Elem ent kann ein bekanntes oder zu untersuchendes genregulatorisches Element oder ein 
Koruarukt aus emem oder mehreren bekannten und einem oder mehreren zu unteLchenden genreguSslen ^ 
1 1 isnisn S6in, 

davonenSn'frR^ 65 ^ T* *" *' Genre 9 u,ati °' 1 b ^'^ DNA-Sequenzen Oder Abschnitte 

davon enthatten. Im Bezug auf das genreguatorische Element ist das DNA-Template bzw. das Verfahren universe!! 

TnwS 9 n enr69U,ato r t he E L em T t aus einem eukaryotischen Gen stammt beziehungswLeTesem 

SSSS: 8 Qe T, 9U at °. nSC ^ E,6nlent Sin Ze " UlareS "** virales aenregulatorisches Elemente oder ein syn- 
9enre9 " lat ° ns J ches Element se in. Vorzugsweise enthalt ein genregulatorisches Element unter and^em 
DNA-Sequenzen die Bindungsstellen for DNA-bindende Proteine (Protein-bindende DNA-Sequenzen beispSsT 
Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren oder Fusionsproteine) darstellen. Ein genregulatorisches bJSTES! 
Z«2T ,0r (P ; Q o r orse£ ' uenz ) und/oder ei ™ «ler mehrere Enhancer (Enhancersiquenz) unoWer Sn *.r 
mehrere Silencer (Silencersequenz) enthalten. Vorzugsweise kann das genregulatorischrElement natOrlich un3/Se 
kunsthch angeordnete Promotor, Enhancer- und/oder Silencersequenzen oder Teile davon enthalten 

PrJn^^Z^n^ " TATA ; ?* Und/0d8r ei " e lnitiator - R e3ion (INR) (Transkripfonsstartpunkt) enthalten. Der 
Promotor kann eine "GC'-Box und/oder eine "GAAT-Box enthalten 

AusfQhrungsform des DNA-Templats ist das genregulatorische Element ein Modellpromotor. 
Ein Modellpromotor enthalt e.nen Promotor und zusatzliche proteinbindende DNA-Sequenzen und geaebenfalls 
weiter genreguatorische Elemente. Vorzugsweise enthaJt der Modellpromotor eine TATA"-Box und .inTkSXSS, 
IndT St ^rS^ "*" dW Mode "P romrtor di * "TATA"- Box des humanen T-Zellrez^ VB8 1 
sk^nJon Z Z k 88 ML - Pr ?r , ° rS - Di6Se beide " baSa,8n p ^otorelemente ermbglichen eine basale W 

sknption ,n vitro Daruber hmaus hat d.eser spezielle Modellpromotor 5 Bindungsstellen fur das Hefe Gal4 Protein Der 

^TteZZZZTf ^ 7 H " fe ^ Methoden verander, werden, beisSS 

d"?Z- P , ? 2 » 6,n 2U urrtersuche "des genregulatorisches Element erganzt wird und/oder 

chtS ™ r " e r e 'f , 6 Mode "P romotore dureh -eitere genregulatorische Elemente z.B. ein zu untersu- 
chendes genregulatorisches Element ersetzt wird. 



7 



EP 0 864 656 A2 



Urn eine Manipulation des Modellpromotors zu ermOglichen. enthait dieser vorzugsweise ein oder mehrere singu- 
Uto , Schnmstellenfur RestriktionsendonukJeasen. In einer speziellen Ausfuhrungsform des tMtJwZZSSZSL 
SZSXZSLS^ 6ine d ° nUWeaSe — d6r "TATA"-Box und den <& 

In den Modellpromotor konnen zusatzlich zu den bereits vorhandenen proteinbindenden (z.B. zusatzlich zu den 
Gal4 Sequenzen), we. ere proteinbindende Sequenzen integriert werden. Das ist insbesondere dann interest wenn 

5Z£l£2^ ZU 6inem k^ 5 untersuchte " Transkrip«onssystem weitere zu untersuchende^Tspez^ 
scne Transkriptionsfaktoren zugegeben werden. H 

..n^lT^H™ bainhaltet ' daB in Kombina,ton mit d em Modellpromotor auch Fusionsproteine als Aktivatoren 

TriZTnoT >Pb T in3 ^ Wr<ien W5nnen - S ° IChe Wnnen beispieisweise aus 

h «' wlebe,s P' el6wei6 e der DNA-bindenden Domane des Hefe Gal4 Proteins und einer 
Wlfta «nn Fn beispieisweise der Aktivierungsdomane des HSV Aktivators VP16 besteher^ Mit 

H,l e von Fus.onsprote.nen kflnnen definite Aktivatoren und/oder Inhibitoren beziehungsweise Teile derselben z B 
deren Akdvierungs- bez.ehungsweise Inhibierungsdomanen im Bezug auf ein zu untersuchendes genreSSches 
SSTrj 1 ^ W& « en Beis * elsweise is » — moglich. wenn die DNA-bindenTooSne 2 
Zfl? £ IT" Pr0te ' n Stamm1 - das in dem Transkriptionssystem (z. B. dem angereicherten Kem 

SSS h?S2 ^ eispie ' sweise tann die Aktivator(-domane) eines Transkripiionsfaktors. die a fpust^ o- 
tem mrt e.ner Hefe QaM-B.ndungsdomane vorliegt, hintergrundfrei analysiert werden, wenn angere cherte KerneSe 

SSSSS^^T T 6Se,Zt Wenlen ' da KemeX,rakte 9US ^etierzellen kein ol XSS^ 
che T ,eme I Und ZU untersucnende genregulatorische Elemente konnen definierte menschli- 

che und/oder fersche und/oder v ,rale genregulatorische Elemente, insbesondere die genregulatorischen Elemente 

,ntereS f a T ^" en V6Wendet Werden " B6ispiele hierf " sind die Senr^ulato^^^^^^ 
b~nr*Z£~ J ^ WachstumsfaW <>™. Phosphodiesterasen. Phosphatasen. Kinasen. ATPasen, Mem- 
branrezeptoren, second messenger Rezeptoren. Hormonrezeptoren. z.B. Steroidrezeptoren Metalloproteasen 
^munoph.Mnen NO-Synthasen, 5-Lipoxygenasen oder immunologic Targets, wie die ge^egulato SETE 
mente von Zytokmen. z.B. von Interleukinen, wie die Promotoren von T- oder B-zellspezifisch exprimferten Genen z B 

I^LV 1 od™ H KT rn 0 9enre 9 ula,wische " Elema "te T-zellspezifischer Retrovir. z.B 2 

Ein besonderer Vorteil des Verfahrens bzw. des Modellpromotors ist, daB als genregulatorische Elemente sowohl 
solche Promotoren venvendet werden kfinnen. die eine "TATA"- Box enthalten. wie z.B. dlr Promotes ST 
ur d ^ Kelt df * 7*y"r*rr- die keine "TATA"- Box enthalten. wie z.B. der Promoter de^Gens^Jas 

^^S^^ rn ^ aa i 0 t ert - Be,S P ielsweise k0 " nen Promotoren. die keine TATA"-Box enthalten in den 
Modellpromotor bzw. das unn/erselle Reporterplasmid P GS100 integriert und fur die Transkription eingesetzt werden 

Sequenz iStlES^ ■ * B*-"-*"* daB eine oder mehrere Nul-iJSrSSr 

Sequenz n.cht enftatten smd. Vorzugswe.se enthait die zu transkribierende DNA-Sequenz wahlweise entweder kein 

SSSXZSrST" ke K inThymin ' dh " die Se « uenz C-frei Oder tS* WeiterrTn kan ?£S£Z 

nS e^IaHen ^ be ' SP ' elSweise Quanin und «*r Guanin und Cytosin oder Cytosin und KyZ 

Insbesondere werden G-freie, T-freie oder C-freie Sequenzen verwendet. be, denen die G-freie T-freie oder C-freie 
2S".r * ."^ T e ^ 318 400 NuMeotide " ™*» eist . vorzugsweise zwischen 400 und 2M0 NuWeSen odTr 

Tn^o^ on n *^ 0ndefe ^^ 700 800 900 1000 

1 100, 200. 1300, 1400, 1500. 1600. 1700, 1800. 1900, 2000, 5000 Oder mehr Nukleotiden haben Besond^sb3 

So" SeqU6Men - d " 6ine SPeZie " e NuWe ° baSe niCh1 erthal,6n ' Sind "^n von etwa 800 T^O 

Das DNA-Template kann eine lineare oder zirkulare DNA-Sequenz sein, beispieisweise kann das DNA-Template 
e.ne m.t der Polymerase Kettenreaktion hergestellte lineare Sequenz oder ein Plasmid sein P 
v 0 ^c 6 Aus,0 ^yf om ist - das DNA-Template ein Plasmid ist und aus einem ganzen oder einem Teil eines 
frenst aulgTaU^ 0 " 10 ^ *" ZU tranSkribiere ' 1de " ^A-Sequenz, die beisp^se G-,rei, Zei Xc- 

Gegenstand der Erfindung ist ein universe!! einsetzbares Reporterplasmid (Universelles Reporterplasmid) Das 
XETES'E!^ ".T" f^fp? Schnittstelle " RestrikfionsenLuWeasen pjSSTSSlfiT 
h™= t n ' T "J!" d6S PUC19 PlaSmids ' Wnf Bi^^sstellen for das Hefe Gal4 Protein, die "TATA"-Boxdes 
ReZ d J'M? ?h 8 1 ZWiSChe " d6n R «W*««*naWe"en (Or Sacll und BamHI die IN? (Wator) 

und r„» r f c 0mO,0rS (adenovirus ma i° r la,e P f ^ot«) zwischen den Restriktionsschnittstellen BamHI und Swal 
velT/n IT"* Se ? Uenz H mit einer Un H» von etwa 800 NuWeotiden (Basenpaaren). Der ModellpromX in dem unt 

zi ; SKi ^TS^rrr- der 5 Hefe 03,4 "——^ - *■«*» scSnLe . 

ien fur Pstl. EcoRI, Sacl. Kpnl. Sacll. BamHI und Swal, die TATA- Box des humanen T-Zellrezeptors VB 8. 1 und die INR 
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urrtersuchende BTOWoJ! i^SSSir tarK " 9e Model| P romotor und durch zu 

5 S! ^!f un 0s form des "™ersellen Reporterplasmids wird als pGS100 bezeiohnet (Flo 2) 

N"mnier11450gefTiaBdenBestimmunaendesBud ao ^rrvIr;r^!?K 1b ' D 38124 Braunschweig unterder DSM- 
« . legung von Mikroorganismen fur die zTcte —*■«,. Anerkennung der Hinte, 

skriptton abgetrennt und/oder degradier^dt SS^JSS" T Wl AnSChlu8 an die Tran - 

durchzufQhrende Verfahrensschritte. w e 7££JE£ f a dS'T I 6 " 1 " 9 ? 6 ' insbesondere ** K h 

Serinproteasen. Thiolproteasen un^ SbSSSZS ™easenkonnen beispielsweise Zinkproteasen. 

sin. Chymotrypsin, Cartxjxypeptidase A Par^n un^P^c^ ^ werden. Insbesondere k8nnen Proteinase K. Tryp- 

- ^££^2^ d ^ zu kSTS* Menge an spez.- 

fur die Transkripticn entsprechende nicSfoS^^^ w enn 

for NuWeotide kOnnen z.B. IhJSSSS Gr^ ^rungsgruppen 

' scein- oder Coumarin-Derivate Oder chemilum^i' 0 «^ r • W3u ?^ '-1-aminonaphthyl-5-sulfonyl-), Fluore- 

SenanmenMarWemngsgruppTnge^^ Acridin - Derivate verwendet werden. Die 

nen auch MariderungsgTu^en ve^^^ Transkripts. DarOber hinaus ken- 

Beispiele hierfOr *d^^,J^^SSi^^n7^ /t^ d8S TranSkripts 9 eei 9 net sind - 
W. Biofin. welches uber dasB^/WUn Svtf™ S A " t, ; D,aox, 9 en,n Anbkorpern, z.B. im ELISA, nachweisbar 
die sine "achtragH^ Gruppen entha.ten, 

33 P). Schwefel oder Sum ( 3 H) O^'swase rad.oaktiv markiertsein mit Phosphor f*P oder 

Phas^eXer)^ 

durch Bindung des spezifisXn ^S2S i^S r^'K 6 ' ^ Bindun9 an ane Mikrotiterplafte oder 
durch Bindung an eine geSne Men£a?o^rSen tZL^Z™" ^ Fes ^ n - "sbesondere 

besondersbe.orzugt durch Bindung ^ VOfZU9sweise aus N >"°" «*r Nitrocellulose, 
halt, wie z.B. eine DEAE-Cellulose Memo™ D^l Z,«l 1 u^"' W ' 6 Z B " ^Warninoethylgruppen ent- 
denen speziffechen Trance durc^ Sschritte ^EET *' *" d6n ,es,en ^ r *9er gebun- 

k ann e n.da B eineeindeu, g r De t e ^^ 

^.2222^^ ^-" 9 »- Oetek- 

den SveSn ei Sr naChJ ^ 
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abweichen (vergl. Beispiel 7 u^ fig 4) Transkr, P tl «' n " d.e Gegenwart des Aktivators Oder Inhibitors 

.en - pharma kologisch aUiven Wrkstof- 

bzw. inhibierende Eigensohaft) zuTeS ^ w^SSonTfr ' m 5!f " 9 ^ Ak " Vi,at (z B ' aktiv -'^ende 
fuhrt. Gegebenfalls kflnnen ei4 e ine^lon.l„ ^ P Gegenwart des zu testenden Wirkstoffes durchge- 
vorinkubiertweSen TaXTnS 
Transition in Gegen^^ 

Tieren und insbesondere m£££££^££^ S «T ' ^ ' VO " R ' anZen 

a=rr^g!~ 
skript die Aktivitat (zl inhibierend aEen^ 

Eine Ausfuhrungsform des Verfahrens beinhaltet. daB 

b! ZJS^nT 1 I ranSkriptionen P ara,,el gleichen Bedingungen durchgefQhrt werden wobei 
^ 5SSS^;^^ < ? / L Sie ^«cne Me^ zu testenden 

angereicherten KernSkts enthX TranSknpfcwsfaktors ****** *"*«!•„. «nes Kofaktors und/oder eines 
c) im AnschiuB an die Transknption tor jeden Ansatz die erhaitene Menge an rnarkiertemTransknpt bestimmt wird 

t^en^ 

genregulatorische Bem^elTei, ' an9ereicherten Kernextrakts im Bezug auf das 

getestet werden ^ele^ S^;lI5r2^IK^^ ,, • !? Transkri P ,io ^^ enthalten ist. gezielt 
torisches Element ana7>S werden En JhS^ ^Z»r ^ w e ^ Che D nd ^ WirkS, ° ffS 3Uf ein definiertes 0»"8uta- 
definiert werden konnerf Entschadend dabe, .st, daB d,e Reaktionsbedingungen der Transknption exakt 

S^u^^ ^ - patno.ogische Genexpres^onen 

mentssowiederTrans^ipVc^ JXJJS ^SS^SSX d ^ «es genreguiatorischen Ele- 

vorgegeben werden konnen. ^Woren und/oder zelltypspezrf «chen Kernextrakte genau eingestellt bzw. 

che, die die Transknption def KSfES 5<£?.l^^ % 'J**" beinflussen kon "«". insbesondere sol- 

50 zelHypspezifischeKerLxtrTkteCbzw ZellenThin Transknpbonsfaktoren. Kofaktoren und/oder 

WirkS«^^^ T mZierUnQ ™ «"-»•*« Pharmakologisch ak«ven 

Bedingungen zu charakTisSn^ 

identifizierten Wirkstoff in Bezug J^STS!^i£ ^S^^T^ Um eine " aU ' dieSe Weise 

sb spielsweise sollte ein mtt Hitte dilLSSsSSSlSST^^?? Bedingungen weiter zu charakterisieren. Bei- 
gungen die Transknption der ^^SS^^^J^T^S^ ^ WirkSt0ff unter de, <nierten Bedin- 
DNA-Sequenz inhibieren o^er iwMeren Qenregulatonschen Elements vorliegenden zu transkribierenden 

Eine weitere besonders vorteilhafte Eigenschaft des Verfahrens ist, daB a..e Schritte auf einfache Weise automati- 
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siert werden kfinnen. Beispielsweise kann daf Or der Pipettierroboter Biomek 2000® (Firm* p^n m - u , 
schlossen an ein Versorgungsrobotermodul, eingesetzt weZ 
kCnnen dann .anuel. oder automation, z.B. m it Hi,fe eines SS^ 

anderenProteinen.diedirektodeSw^ Und/0d6r Ko,akto ™ ""d/oder 

Protein als Target) und/oder von Gentransknpt.on beteiligt sind (d.h. ein speeches 

und^el. einsetzbar. da es sich au. rJ^t^ZEgZ^gZ^ ST**™ «" 

eingesetzt werden Unnen Sch.zophrenie, Artheriosklerose und TuberKu.ose 

ren KEflS 2 S^llS^"^^ ^ ^^giichkeiten. Das Vertah- 

Die Abbildungen sind wie folgt beschrieben: 
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M f T ^ radioakt,Vem W*** ^ relative Einheiten], die ohne AktMerung des Pro- 
motors emalten wird (basale Signalstarke); 

B) Aktivi rte Transkription: Menge an radioaktivem Transkript [In relativen Einheiten], die mit Aktivieruno des Pro- 
motors mit Qal4-Polyglutamin emalten wird. «ravierung aes rro 

S^sSSSST S " U,de J? M - R ? (Kretechmar ' M ' Kaiser ' K - Lott^P^h, F, Meisterernst. M. (1994) Cell 78 
d~ m? p,„ t, Der synthetase Promoter in pMRG5 enthaltdie TATA- Box des HIV Promote*, den Irtfator 
des ML Promoters und eine etwa 400 NuWeotide lange G-freie Sequenz in pUC1 9 

^ 0 ot^ a ^T ti l P l mL venwendet Das Reporterplasmid pVBML ist wie das Reporterplasmid 
£u"z ' anSte " e 800 NuWe0,k,e ,an9en " ur eine 400 NuWeotide lange G-freie 

Als Reporterplasmid wurde der pGS100 verwendet. der eine Q-freie Sequenz von elwa 800 NuWeotiden auf- 



weist 



..in T 6 iTl " JSW ^! IS di6 bSSale (A) mit der akfivie ^n Transkription (B). Als Aktivator wurde ein Fusionspro- 
SSJSJT? ^tT^t^^ 0 ^ (94 terminate AminosSuren) und einer Polygon A Ze- 
(Synth ^f heS P9PM auS 11 Qlutaminsauren), eingesetzt. Es sind die Absolutwerte (in relatven 
nln Tri ic*'* 8 8 mrt ,. H " ,e & T Ph0 «P ta,n »8« erhalten werden). nach Abzug des Hirrtergrunds. au^gSaaen Be" 
HZ? "f* tl0 " sr ! a "' 0nen ' bei denen pGS10 ° als Reporterplasmid verwendet wurde. wurden sowohihoS Abso 
MRGS^T^T de " unterachiedliche " ^au der synthefechen Promotoren, e^im Verglei^u 
pMRGS bessere Akftvierbarkert gemessen. Darober hinaus wird der positive EinfluB einer G-frrien Sequer* de eine 
Unge von mehr als 400 NuWeotiden aufweist, deutlich. »equenz, die eine 

Fig. 2: Universelles Reporterplasmid pGS100. 

^JZT^oSsl^TXn^^ 0 entha,t Sinen 8 * nthafcch8 " Promotorbereich als Modellpromotor vor 
hZrtT^ , v P t I l e " Q ' fre,en Reg '° n pUC19 - lnnemalb der Restriktionsschnittstellen BamHI und Swal 

fen far ^,£l2f^? h ?T^ (ML) Pr ° m ° ,0re - ZwiSChen den "-triktLss^S- 

len fur Sacll und BamHI befindet sich der Bereich mit TATA-Box des humanen T-Zellrezeptor VI3 8 1 Promoters Diese 

nn£ « ^ t" P : omotoreleme " te ('•*«*» und TATA Box) ermOglichen die basale Transkription n vitro Da diieln 
SSH 1*** SCr9enin9 V ° n s P ezifischer Bedeutung sein kflnnen, ist es mojich disseize n 

gegen die entsprechenden Bereiche der zu untersuchenden Gene (entsprechende genregulatorische Elemerte auV 
zutauschen. In den pinker stromab^rtsdesbasalenPrornotorskOnnenbeli^ 

genen eingefogt werden (spezifische Aktivierung). Alternativ kann der gesamte PrenTOto^eTetoh a^SSSl 
werden. Strornaufwarts des Polylinkers (Sac II bis Pstl) enthalt pGSlOO funf BirKJungsstelte^uTdas^^et^W^o^rT 

h t , T A ^^nasdomane (z.B. des Herpes Simplex Transactors VP16) und einer Gal4DNA Bin 

dungsdomane bestehen. Em esse n Heller Baustein von pGSlOO ist die G-freie Sequenz. 



40 Fig. 3: 
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^Z^ZSZ^^ ^^^-^-verfahrens m« dem beschriebenen 

TrankTetionf l^r^f ^ h Jl S l i gnalstarken < als MaB <«• Menge an Transkript und damit for die Starke der 
S — - —~ ° ie —^nsreaktionen we, 

plh«n^T m ' iCh6 ! ^"^-^"^Ptionsverfahren. bei dem die speziftechen Transkripte durch Phenolisierunq 
Sen^Sdl?" e86nde *"**"•"*' ^eleiektrophorese von Proteinen .rt 0b«cJSSS22 

2hofc* ri6b h f "^i"^ 0 "^^iP^^rfahren. bei dem die Proteine durch Proteinase K verdaut und die Ober- 
schussigen Nuk.eot.de durch Waschen der an DEAE-Filter gebundenen spezrtischen Transkripte entfernt werden; 

I) for die Transkription wird ein transkriptionsfahiges. uber eine P1 1 ®-Saule gereinigtes Extrakt aus Hel^ 7pII 
ternen. ohne entsprechendes DMA-Template eingesetzt (Kontrollexperimem)- U Ze "" 

r Jff , ZU einem dem Ansate aus 1 entsprechenden Ansatz wird als DNA-Template das 
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i'lii!^ 6 T ^ nskription: zu inem dem ^ nsa * z " entsprechenden Ansatz wird zusatzlich der Transkriptions- 
aktrvator. e.r . Fusionsprotem, bestehend aus der DNA-Bindungsdomane von Qal4 und der Al^erunasdo- 

S,3^ P16, ' 969eben Unddi Transkri P fc " d ^^rt;au,diese Weise ^eaSl 

ri'nu" 6 " 1 ^ Tran « kri P« onsa " s ^ aus III entsprechenden Ansatz. wurde a-Amanitin als RNA-Polymer- 
ase II Hemmer zugegeben (Kontrollexperiment). ' 

Ein Vergleich der Signalstarken. die unter den unterschiedlichen ReaWionsbedingungen mil den zwei verschiede- 

» J 6 " r d !?- ^ SOW ° hl die baS3le (M) als auch die akBvierte ('») Transkription rnJS Wer 

t« Transk "P* onsvertah ™ ™»ar sind, wobei die Signalstarken mil denen, die mit einem her 
kommlichen Transknptionsverfahren erhalten werden, vergleichbar sind 

taS t ie Si9 ^ lstarke meBbar fet - is1 vwi entscheidender Bedeutung, damit das beschriebene Transkripti- 
onsverfahren auch zum Screening von Transkriptionsinhibitoren eingesetzt werden kann. Mit Hilfe des spShen 
^ RNA Polymerase II Inhibitors a-Amanitin wird eine etwa 8-fache Abnahme des Signals (Vergleich IN ur^ IV) wziert 

Beispiele: 

Beispiel 1 : Herstellung von HeLa-Kernextrakten 

20 men^-I"?^^^^ T He h a - Zellkernen h-gestellt HeLa-Zel.kerne sind bei verschiedenen Fir- 
?.n 1 • i 9 " 13 ' MOnchen : Santa Cruz Biotechnology. Heidelberg) kauflich zu erwerben. Die im folgen- 

den beschr.ebene Aufarbertung der Zellkerne erfolgt bei 4 -C (KQhlraum). Die Puffer werden mit Tris phTs bei 
Raumternperatur (RTTeingestellt, dies entspricht pH 7.3 bei 4 »C. Den Puffern wird vor Gebrauch Sn ^Stammlbsung 

- ! SSSSSi" Endk0nZen,rati0n Wn 5 mM und PM * F (Stammiasung 200 mM in DMSO) zur EniiSSSS^Si 
Die Aufarbeitung der Zellkerne umfaBt folgende Schritte: 

1 . Zellkerne auf Eis auftauen und Volumen NPV (nuclear pellet volume) bestimmen 

2. Jeweils 1/2 NPV-Volumen an 0.02 M KCI Puffer (Puffer mit niedrigem Salzgehalf 20ml 1 M Tris dH 6 a RT psnmi 

0^ ^Sttno^SS* I M h S PH , 6 ' 8 RT 250 m ' 100% GlyCeri "- 400ml 3 M oTm 
u.o M EDTA, H 2 0 ad 1000 ml)werden in 2 separate Becherglaser geben 

Zu jedem Puffer werden 0,0007 x NPV/2 B-Mercaptoethanol und 0,001 x NPV/2 0.2 M PMSF gegeben 
35 3 H^Z? ' n R 1 ^T 6 " ^ M KCI PUff6r resus P e "<** und sanf, mi. einem Pistil. homo%7iert (6 x) 

v^Zn n I pi^ 9 '? Und tr °P fenweise ube ' 30 mit 1 .2 M KCI Puffer unter s«ndigem Ruhren 

versetzen D.e Extrakfton ist nach weiteren 30 min Ruhren beendet. Abzentrifugieren (Beckman-ZentrLe SS34 
Rotor bei 14000 rpm, 30 min. 4 -C). Pellet und Oberstand getrennt weiter verarbeiten Zemrrfu °* SS34- 

4^Uberstand in Puffer 1 (40 ml 1 M Tris pH 6.8 RT, 400 ml Glycerin, 0.8 ml 0,5 M EDTA, HoO ad 2000 ml) dialysie- 
• £ ^*JSSS?^2S ( "sl 1 n) M TriS PH 6 8 RX - °' 8 - 0 5 " EDTA. £%£l 

TtSTtSZ of" 8 ^ K »"— Wta " «" Homogenisator transfer^. minOnSrTGtflE/^^D^^QME fOr 

I • h G ' yCer " 1, 5 °, ml TriS PH 7 3 RT " 5ml 1 M M9CI 2- 02 "* 500 mM ED ™ PH 8.0) velseSen 20 x ml 

45 e.nemPist.ll homogenisieren (kraflig) und in flussigem N 2 einfrieren (HeLa Nuclear Pellet). 

Beispiel 2: Vorbereitung der Phosphocellulosesaule for die Aufreinigung des Kernextrakte. 

» 2 5 Vofum^TrNN nu ehr T' S in c WaSSef WaSChen " V0lumen des 9«»«°»enen Materials bestimmen. 

2. 5 Volumen 0 5 N NaOH zugeben, 5 mm stehen lassen, dann sofort Ober Faltenfilter absaugen 

3. Waschen mit Wasser bis pH 1 1 . 

4. 25 Volumen 0,5 N HQ zugeben. 5 min stehen lassen, dann sofort absaugen 

5. Waschen mit Wasser bis pH 3. 

aqSferen mit ' M ^ P " ? ^ PH ? Saulenmaterial * * aufbewahren. Am besten Ober Nacht 
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Beispiel 3: Chromatographische Reinigung des Kernextraktes durch eine Phosphocellulose Chromatographie: 

Die Kapazitat des P1 1 ® Materials betragt 10 mg Protein/1 ml Material. Die Chromatographie wird wie folgt durch- 
gefuhrt: 

1 . P1 1® Material in Saule Qberftihren und in Puffer 2 (mit frisch zugegebenem DTT und PMSF, siehe Beispiel 1) 
aquilibrieren. Saule an Pumpe anschlieBen. 

2. Kernextrakt (in Puffer 2) beladen (mit 1 Saulenvolumen (column volume) (CV)/h). 

3. Saule waschen mit 5 CV Puffer 2 (5 - 10 CV/h). 

4. Eluieren mit Puffer 3 (40 mit 1 M Tris pH 6.8 RT, 400 ml Glycerin 0,8 ml 0,5 M EDTA, 200 ml 3 M KCI, H 2 0 ad 
2000 ml; 2 CV/h). Nachdem kein Protein mehr eluiert, weitere 2 CV Puffer 3 durchlaufen lassen. 

5. Eluieren mit Puffer 4 (40 ml 1 M Tris pH 6.8 RT, 400 ml Glycerin, 0,8 ml 0,5 M EDTA, 333 ml 3 M KCI H 2 0 ad 
2000 ml; 2 CV/h) und Peakfraktionen sammeln. 

6. Eluieren mit Puffer 5 (40 ml 1 M Tris pH 6.8 RT, 400 ml Glycerin, 0,8 ml 0,5 M EDTA, 567 ml 3 M KCI H p O ad 
2000 ml; 2 CV/h) und Peakfraktionen sammeln. 

7. Die baden Eluate jeweils gegen Puffer 2 dialysieren, bis Leitfahigkeit konstant ist und dann Aliquots in f lussigem 
N 2 einfrieren. 

Beispiel 4: Standard-Transkriptionsvertahren unter Verwertdung eines Polyacrylamidgels zur Auftrennung der Tran- 
skripte. 

Ein Transkriptionsansatz (20 \i\ Endvolumen) kann aus folgenden Kbmponenten bestehen: 

a) generelle Transkriptionsfaktoren in Form von vorgereinigten Kernextrakten oder rekombinant hergestellt) even- 
tuell erganzt durch weitere spezifische Transkriptionsfaktoren, Aktivatoren, Inhibitoren oder Fusionsproteine; 

b) DNA-Template (z.B. pGS100 Vektor mit zu untersuchendem genregulatorischem Element); 

c) Transkriptionspuffer, der beispielweise den zu untersuchenden Wirkstoff enthalt; 
c) markierte und unmarkierte NuWeotide; 

zu a) Puffer 4-Eluat und Puffer 5-Eluat (aus Beispiel 3) enthalt das transkriptionsfahige Kernextrakt (alle gene- 
rellen Transkriptionsfaktoren). Die optimalen Mengen an Puffer 4-Eluat und Puffer 5-Eluat mussen fur jede 
Preparation neu bestimmt werden (ca. 3 Puffer 4-Eluat und 2 jil Puffer 5-Eluat pro Ansatz); 

zu b) gewohnlich werden 100 ng DNA-Template (genregulatorisches Element im Reporterplasmid z B in 
pGS100) pro Ansatz eingesetzt; 

zu c) Transkriptionspuffer (5 mM MgCI 2 . 25 mM HEPES KOH pH 8.2, 0,5 \i\ BSA acetyliert (Stock 20 mg/ml) 
ca. 10 % Glycerin, ca. 70 mM KCI, 0,2 mM PMSF, 10 mM DTT) mit je 20 U RNase Inhibitor pro Ansatz; 

zu d) NTPs (ATP, UTP je 100 jiM Endkonzentration, CTP 5 jiM Endkonz., o-m-GTP 20 jiM Endkonzentration 
a-^P-CTP ca. 0,12 ^M Endkonzentration 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml). 

1 . Der Transkriptionspuffer und dNTPs werden vorlegt und das DNA-Template zugegeben. 

2. Transkriptionsaktivator und Puffer 4- und 5-Eluat werden zugeben. 

3. Zur Durchfuhrung der Transkriptionsreaktion 1 h bei 30 °C inkubieren. 

4. Zugabe von 400 \l\ Stopmix (7M Harnstoff, 10 mM Tris HCI pH 7,8, 10 mM EDTA/NaOH pH 8 0 5 % 
SDS, 100 mM LiCI, 100 ng/ml tRNA, 300 mM NaAcetat) und 400 jil Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol 
(25/24/1). Mischen und zentrifugieren (SS34-Rotor, Beckman Zentrifuge, 5 min, 14000 rpm, RT). 
Uberstand abnehmen und 400 \i\ Isopropanol zugeben und mischen, dann 1 h bei - 20 °C inkubieren. 

5. Zentrifugieren (SS34 Rotor, Beckman Zentrifuge, 14000 rpm, 30 min, 4 °C), Pellet in 70 % Ethanol 
waschen und dann in der Speedvac trocknen. 

6. Pellet in 10 Hi Auftragspuffer (955 \l\ 100 % Formamid (deionisiert), 10 \i\ 0,5 M EDTA, 20 jxl 1M Tris pH 

7. je 0,003 % Bromphenolblau/Xylencyanol, H 2 0 ad 1 ml) aufnehmen und 15 min bei 50 °C inkubieren. 

7. Auftrennung der Transkripte im 5 %igen denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamidgel mit 1 x TBE als 
Laufpuffer. Vorlauf 20 min bei 60 mA. Gel laden. Gellauf ca. 1 h bei 6C mA. 

8. Gel in 10 % Essigsaure fixieren, trocknen und einem Rontgenfilm in einem Phosphoimager® exponie- 
ren. 
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fZT' 5: £!! 0k °'^ de * besc * rieb nen automatisierbaren in vitro Transkriptionsverfahrens unter Vewendung eines 
Filters zur Bindung der Transkripte 

1. Der Transkriptionspuffer und dNTPs werden vorlegt und das DNA-Template zugegeben 

2. Puffer 4- und 5-Eluat und eventuell Transkriptionsaktivator oder Transkriptionsinhibitor werden zugeben 

3. Zur Durchfuhrung der Transkriptionsreaktion wird 1 h bei 30 °C inkubiert 

1 ^ " Proteinase KL0sun9 120 m9/mlL 1 * 10 % SDS °- 5 «- °- 5 M EDTA p» 

5. Inkubation 15 min 30 *C. 

L n!^^^,^^^ - *" Und SchU6ll) kUrZ in Men * r a"w a schpuffer (100 mM Natriumphosphatpuf- 
ferpH7.5. 250mMNaCI.2%Natriumpyrophosphat)waschen. 

7. Von dem Ansatz 5 auf die Membran pipettieren und 5 min trocknen lessen. 

8. Membran 4 x 15 min in ca. 100 ml Membranwaschputfer (+ 1 % Triton) leicht schotteln 

9. Membran auf Whatmann 3 MM® Papier (Firma Whatman, Maidstone, England) OberfQhren, an der Luft trocknen 
lassen. Folie Qberziehen und die Filter unter Verwendung eines Phosphoimagers® einem Rontgenfilm exponieren. 

22?™* T ^ kri P« onsreaWion wird "a* dem beschriebenen in vitro Transkriptionsverfahren unter Veiwendung 
eines Filters parallel mrt drei verschiedenen Reporterplasmiden durchgefuhrt. 

oMRGS SS^h«uw? '? d T . BeiSp, ' e,en 1 bis 3 und 5 beschrieben. Als Reporterplasmide werden der 
pMRGS (TATA-Box des HIV Promoters. Init.atorreg.on das ML Promoters und eine etwa 400 NuWeotide lange G-freie 
Kassette '" P UC1 f (Kretschmar, M., Kaiser, K., Lottspeich, F., Meisterernst, M. (1994) Cell. 78, 525-534). derpGS100 

Irl J h T P J: ^'1 PGS1 °° auf 9 ebaut - enthalt J«*>* «*■«• der 800 bp langen nur eine 400 bp lange G- 
freie Kassette) verwendet. Fur die Transkriptjonsreaktjonen werden jeweils 1 00 ng DNA-Template und 3 nl der P1 1 ®- 
h ?l 00* f-^S elnBese,z, • Die Reaktionen werden jeweils parallel ohne und mit Akfivator (Fusi- 
onsprotein bestehend aus Gal4 B,ndungsdomane und einer Polyglutamin Aktivierungsdomane) durchgefohr Die 
Ergebnisse sind in Fig. 1 dargestellt und erlautert. 

!X2? 7: i y er9 ' ei ? h der s ;9 na| starke (als Maft Br die Menge an Transkript und damit fOr die Starke der TrankripSon) 
der radioaktjv martoerten Transkripte erhalten mit einem Standard-Transkriptionsverfahren mit denen, die mit dem 
beschriebenen in vitro Transkriptionsverfahren erhalten werden. 

Die Transkriptonsreaktionen werden wie in den Beispielen 1 bis 5 beschrieben durchgefuhrt und parallele Reakti- 
200^ SZSf ! e n ( MA T Piel ? beziehu "9 sweis « Gelassay (Beispiel 4) analysiert. For die Reaktionen werden jeweils 
200 ng pMRGS als DNA-Template eingesetzt. Einige Transkriptionsreaktionen werden in Gegenwart von 30 ng Gal4- 
VP16, das als Akfivator eingesetzt wird, durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Fig. 3 dargestellt und beschrieben 
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Tabelle 1: SEQ ID NO. 1 



40 



45 



TTTCCTGTGT CAAATTGTTA TCCCCTCACA ATTCCACACA ACATACGAGC OGGAAGCATA 
AAGTGTAAAG CCTGCGGTGC CTAATGAGTG AGCTAACTCA CATTAATTGC GTTGCGCTCA 
CTGCCCGCTT TCCAGTCGGG AAACCTGTCG TGCCAGCTGC ATTAATGAAT CGGCCAACGC 
GCGGGGAGAG GCGGTTTGCG TATTGGGCGC TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG 
CGCTCGGTCG TTCCGCTCCG GCGAGCGGTA T C AG CTC ACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA 
TCCACAGAAT CAGGGCATAA CGCAGGAAAG AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGGC 
AGGAACCGTA AAAAGGCCCC GTTGCTGGCG TTTTTCCATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG 
CATCACAAAA ATCGACGCTC AAGTCAGACG TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAC 
CAGGOGTTTC CCCCTGGAAG CTCCCTCGTG CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCCCTTACC 
GGATACCTGT CCCCCTTTCT CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCTCAATG CTCACGCTGT 
AGGTATCTCA GTTCGGTGTA GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA CGAACCCCCC 
CTTCAGCCCG ACCGCTGCGC CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAA CCOGGTAAGA 
CACGACTTAT CGCCACTCGC AGCAGCCACT CGTAACAGGA TTAGCAGAGC GAGGTATGTA 
GGCGGTGCTA CAGAGTTCTT GAAGTGGTGG CCTAACTACG GCTACACTAG AAGGACAGTA 
TTTGGTATCT GCGCTCTGCT GAAGCCAGTT ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG TAGCTCTTGA 
TCCGGCAAAC AAACCACCGC TGGTAGCGGT GGTTTTTTTG TTTGCAAGCA GCAGATTACG 
CGCAGAAAAA AAGGATCTCA AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGCGGTC TGACGCTCAG 
TGGAACGAAA ACTCACGTTA AGGGATTTTG GTCATGAGAT TATCAAAAAG GATCTTCACC 
TAGATCCTTT TAAATTAAAA ATGAAGTTTT AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT 
TGCTCTGACA GTTACCAATG CTTAATCAGT GAGGCACCTA TCTCAGCGAT CTGTCTATTT 
CGTTCATCCA TAGTTCCCTC ACTCCCCGTC GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGGCTTA 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
S40 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
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15 



30 



CCATCTGGCC CCACTGCTGC AATGATACCG CGAGACCCAC CCTCACCCGC TCCAGATTTA 1320 

TCACCAATAA ACCAGCCAGC CGGAAGGGCC GAGCGCAGAA GTGGTCCTGC AACTTTATCC 1380 

GCCTCCATCC AGTCTATTAA TTGTTGCCGG GAAGCTAGAG TAAGTAGTTC GCCACTTAAT 1440 

AGTTTGCGCA ACGTTGTTGC CATTGCTACA GGCATCGTGC TGTCACGCTC GTCGTTTGGT 1500 

ATGGCTTCAT TCAGCTCCGG TTCCCAACGA TCAAGG CG AG TTACATGATC CCCCATGTTG 1560 

TGCAAAAAAG CCGTTAGCTC CTTCCGTCCT CCGATCGTTG TCAGAAGTAA GTTGGCCGCA 1620 

GTGTTATCAC TCATGGTTAT GGCAGCACTG CATAATTCTC TTACTGTCAT GCCATCCGTA 1680 

AGATGCTTTT CTCTGACTGG TGAGTACTCA ACCAAGTCAT TCTGAGAATA GTGTATG CGG 1740 

CGACCGAGTT GCTCTTGCCC GGCGTCAATA CGGGATAATA COGCGCCACA TAGCAGAACT 1800 

TTAAAAGTCC TCATCATTGG AAAACGTTCT TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG 1860 

CTGTTGAGAT CCAGTTCGAT GTAACCCACT CGTGCACCCA ACTGATCTTC AGCATCTTTT 1920 

ACTTTCACCA GCGTTTCTGG GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC AAAATGCCGC AAAAAAGGGA 1980 

ATAAGGGCGA CACGGAAATG TTGAATACTC ATACTCTTCC TTTTTCAATA TTATTGAAGC 2040 

ATTTATCAGG GTTATTGTCT CATG AG CGG A TACATATTTG AATGTATTTA GAAAAATAAA 2100 

CAAATAGGGG TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC CTGGGGGACT AGAGTCTCCG 2160 

CTCGGAGGAC AGTACTCCGC TCGGAGGACA GTACTCCGCT CGGAGGACAG TACTCCGCTC 2220 



40 



GGAGGACAGT ACTCCGCTCG GAGGACAGTA CTCCGACCTG CAGGAATTCG AGCTCGGTAC 2280 



45 



CCGCGGGGAT AAAATGTCAC AAAATTCATT TGGATCCTCA CTCTCTTCAT TTAAATATCC 2340 

CATACCCTTC CTCCATCTAT ACCACCCTAC TCTCCTTTCC TCATTATTCC TCCTATTATC 2400 

TTCTCCTCTT CTCTCCTTCT TCTATATTTC CCAAATCTAT CATCATTCAC TCTCATCCCC 2460 

TCTTCCTTCA CTCCCATTCT ATTCTACTCC TTTCCCTTTC CATATCCCCT CCACCCCCCT 2520 

TCCTCCCCTC TTTCAATCTT ATCCCCAATC ATAAAATTAT CTCAATTATA TTCTCCTTCC 2580 
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ATACCCCCTA TCATCCTCAT CCCTATCACC CCCTACTCAC CCAATACTCC CTACTCATCT 2640 

CATATATCCT TATCCTCTCC TCACCTCTCC CTCCTCTATC TCCCCCCCTC ACACTCATTT 2700 

CTCATTCCAC TCCCAAATAT CCCATACCCT TCCTCCATCT ATACCACCCT ACTCTCCTTT 2760 

CCTCATTATT CCTCCTATTA TCTTCTCCTC TTCTCTCCTT CTTCTATATT TCCCAAATCT 2820 

ATCATCATTC ACTCTCATCC CCTCTTCCTT CACTCCCATT CTATTCTACT CCTTTCCCTT 2880 

TCCATATCCC CTCCACCCCC CTTCCTCCCC TCTTTCAATC TTATCCCCAA TCATAAAATT 2940 

ATCTCAATTA TATTCTCCTT CCATACCCCC TATCATCCTC ATCCCTATCA CCCCCTACTC 3000 

ACCCAATACT CCCTACTCAT CTCATATATC CTTATCCTCT CCTCACCTCT CCCTCCTCTA 3060 

TCTCCCCCCC TCACACTCAT TTCTCATTCC ACTCCCGGGG ATCAGCTTGG CGTAATCATG 3120 

GTCATAGCTG 3130 



30 
35 
40 
45 
50 
55 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 



(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Hoechst Aktiengesellschaf t 

(B) STRASSE: - 

(C) ORT: Frankfurt 

(D) BUNDESLAND: - 

10 (E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL; 65 926 

(G) TELiEPHON : 06 9-305-7072 

(H) TELEFAX: 069-35-7175 

( I ) TELEX : - 

(ii) ANMELDETITEL : In vitro Transkript ionsverf ahren zum 
15 Screening von Naturstoffen und anderen chemischen 

Substanzen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 1 

(iv) COMPUTER -LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER : Floppy disk 
20 <B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC- DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

25 (i) SBQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 3130 Basenpaare 
<B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM : Doppel 

(D) TOPOLOGIE: ringfSrmig 

30 (ii) ART DBS MOLEKULS : DNS (genoraiach) 

(ix> MERKMALE: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : exon 

(B) LAGE: 1..3130 

35 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
TTTCCTGTGT GAAATTGTTA TCCGCTCACA ATTCCACACA ACATACGAGC CGGAAGCATA 60 
AAGTGTAAAG CCTGGGGTGC CTAATGAGTG AGCTAACTCA CATTAATTGC GTTGCGCTCA 12 0 

40 CTGCCCGCTT TCCAGTCGGG AAAC CTGTCG TGCCAGCTGC ATTAATGAAT CGGCCAACGC 180 

GCGGGGAGAG GCGGTTTGCG TATTGGGCGC TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG 24 0 

CGCTCGGTCG TTCGGCTGCG GCGAGCGGTA TCAGCT C ACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA 300 

4S TCCACAGAAT CAGGGGATAA CGCAGGAAAG AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC 360 

AGGAACCGTA AAAAGGCCGC GTTGCTGGCG TTTTTC C ATA GGCTCCGCCC CCCTGACGAG 42 0 

CATCACAAAA ATCGACGCTC AAGTCAGAGG TGGCGAAACC CGACAGGACT ATAAAGATAC 480 
CAGGCGTTTC CCCCTGGAAG CTCCCTCGTG CGCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC 54 0 

50 

GGATACCTGT CCGCCTTTCT CCCTTCGGGA AGCGTGGCGC TTTCTCAATG CTCACGCTGT 600 
AGGTATCTCA GTTCGGTGTA GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTG TG C A CGAACCCCCC 66 0 
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GTTCAGCCCG 


ACCGCTGCGC 


CTTATCCGGT 


AACTATCGTC 


TTGAGTCCAA 


CCCGGTAAGA 


720 




CACGACTTAT 


CGCCACTGGC 


AGC AG CC ACT 


GGTAACAGGA 


TTAGCAGAGC 


GAGGTATGTA 


780 


5 


GGCGGTGCTA 


CAGAGTTCTT 


GAAGTGGTGG 


CCTAACTACG 


GCTACACTAG 


AAGGACAGTA 


840 




TTTGGTATCT 


GCGCTCTGCT 


GAAGCCAGTT 


AC CTTCGGAA 


AAAGAGTTGG 


TAGCTCTTGA 


900 




TCCGGCAAAC 


AAACCACCGC 


TGGTAGCGGT 


GGTTTTTTTG 


TTTG CAAGCA 


GCAGATTACG 


960 


10 


CGCAGAAAAA 


AAGGATCTCA 


AGAAGATCCT 


TTGATCTTTT 


CTACGGGGTC 


TGACGCTCAG 


1020 




TGGAACGAAA 


ACTCACGTTA 


AGGGATTTTG 


GTCATGAGAT 


TATCAAAAAG 


GATCTTCACC 


1080 




TAGATCCTTT 


TAAATTAAAA 


ATGAAGTTTT 


AAATCAATCT 


AAAGTATATA 


TGAGTAAACT 


1140 


15 


TGGTC TGACA 


GTTACCAATG 


CTTAATCAGT 


GAGGCACCTA 


TCTCAGCGAT 


CTGTCTATTT 


1200 


CGTTCATCCA 


TAGTTGCCTG 


ACTCCCCGTC 


GTGTAGATAA 


CTACGATACG 


GGAGGGCTTA 


1260 




CCATCTGGCC 


CCAGTGCTGC 


AATGATACCG 


CGAGACCCAC 


GCTCACCGGC 


TCCAGATTTA 


1320 




TCAGCAATAA 


ACCAGCCAGC 


CGGAAGGGCC 


GAGCGCAGAA 


GTGGTCCTGC 


AACTTTAT CC 


1380 


20 


GCCTCCATCC 


AGTCTATTAA 


UTGTTGCCGG 


GAAGCTAGAG 


TAAGTAGTTC 


GCCAGTTAAT 


1440 




AGTTTGCGCA 


ACGTTGTTGC 


CATTGCTACA 


GGCATCGTGG 


TGTCACGCTC 


GTCGTTTGGT 


1S00 




ATGGCTTCAT 


TCAGCTCCGG 


TTCCCAACGA 


TCAAGGCGAG 


TTACATGATC 


CCCCATGTTG 


1560 


25 


TGCAAAAAAG 


CGGTTAG CTC 


CTTCGGTCCT 


CCGATCGTTG 


TCAGAAGTAA 


GTTGGCCGCA 


1620 




GTGTTATCAC 


TCATGGTTAT 


GGCAGCACTG 


CATAATTCTC 


TTACTGTCAT 


GCCATCCGTA 


1680 




AGATGCTTTT 


CTGTGACTGG 


TGAGTACTCA 


ACCAAGTCAT 


TCTGAGAATA 


GTGTATGCGG 


1740 


30 


CGACCGAGTT 


GCTCTTGCCC 


GGCGTCAATA 


CGGGATAATA 


CCGCGCCACA 


TAGCAGAACT 


1800 


TTAAAAGTGC 


TCATCATTGG 


AAAACGTTCT 


TCGGGGCGAA 


AACTCT CAAG 


GATCTTACCG 


1860 




CTGTTGAGAT 


CCAGTT CGAT 


GTAACC CACT 


CGTGCACCCA 


ACTGATCTTC 


AG CATCTTTT 


1920 




ACTTTC AC CA 


GCGTTTCTGG 


GTGAGCAAAA 


ACAGGAAGGC 


AAAATGCCGC 


AAAAAAGGGA 


1980 


35 


ATAAGGGCGA 


CACGGAAATG 


TTGAATACTC 


ATACTCTTCC 


TTTTTCAATA 


TTATTGAAGC 


2040 




ATTTATCAGG 


GTTATTGTCT 


CATGAG CGGA 


TACATATTTG 


AATGTATTTA 


GAAAAATAAA 


2100 




CAAATAGGGG 


TTCCGCGCAC 


ATTTCCCCGA 


AAAGTGCCAC 


CTGGGGGACT 


AGAGTCTCCG 


2160 


40 


C T CGGAGG AC 


AGTACTCCGC 


TCGGAGGACA 


GTACTCCGCT 


CGGAGGACAG 


TACTCCGCTC 


2220 




GGAGGACAGT 


ACTCCGCTCG 


GAGGACAGTA 


CTCCGACCTG 


CAGGAATTCG 


AGCTCGGTAC 


2280 




CCGCGGGGAT 


AAAATGT C AC 


AAAATTCATT 


TGGATCCTCA 


CTCTCTTCAT 


TTAAATATCC 


2340 


45 


CATACCCTTC 


CTCCATCTAT 


ACCACCCTAC 


TCTCCTTTCC 


TCATTATTCC 


TCCTATTATC 


2400 


TTCTCCTCTT 


CTCTCCTTCT 


TCTATATTTC 


C C AAATCT AT 


CATCATTCAC 


TCTCATCCCC 


2460 




TCTTCCTTCA 


CTCCCATTCT 


ATTCTACTCC 


TTTCCCTTTC 


CATATCCCCT 


CCACCCCCCT 


2520 




TCCTCCCCTC 


TTTCAATCTT 


ATCCCCAATC 


ATAAAATTAT 


C TCAATT ATA 


TTCTCCTTCC 


2580 


50 


ATACCCCCTA 


TCATCCTCAT 


CCCTATCACC 


CCCTACTCAC 


CCAATACTCC 


CTACTCATCT 


2640 




CAT ATAT CCT 


TATCCTCTCC 


TCACCTCTCC 


CTCCTCTATC 


TCCCCCCCTC 


ACACTCATTT 


2700 
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10 



CTCATTCCAC TCCCAAATAT CCCATACCCT TCCTCCATCT ATACCACCCT ACTCTCCTTT 2760 

CCTCATTATT" CCTCCTATTA TCTTCTCCTC" TTCTCTCCTT" CTTCTATATT TCCCAAATCT" 2820 

ATCATCATTC ACTCTCATCC CCTCTTCCTT CACTCCCATT CTATTCTACT CCTTTCCCTT 2880 

TCCATATCCC CTCCACCCCC CTTCCTCCCC TCTTTCAATC TTATCCCCAA TCATAAAATT 294 0 

ATCTCAATTA TATTCTCCTT CCATACCCCC TATCATCCTC ATCCCTATCA CCCCCTACTC 3 000 

AC C CAATACT CCCTACTCAT CTCATATATC CTTATCCTCT CCTCACCTCT CCCTCCTCTA 3 060 

TCTCCCCCCC TCACACTCAT TTCTCATTCC ACTCCCGGGG ATCAGCTTGG CGTAAT CATG 312 0 

GTCATAGCTG 313 0 



20 

PatentansprOche 

1. Verfahren zur zellfreien in vitro Transkription eines DN A- Templates, enthaltend eine zu transkribierende DNA- 
Sequenz, die unter der Kontrolle mindestens eines genregulatorischen Elements vorliegt, dadurch gekenn- 

25 zeichnet, daG 

a) fQr die Transkription ein angereicherter und gegebenfalls aufgereinigter Extrakt aus Zellkernen, der gege- 
benfalls durch Transkriptionsfaktoren und/oder Kofaktoren erganzt beziehungsweise teilweise oder ganz 
ersetzt werden kann und mindestens ein markiertes NuWeotid verwendet wird 
30 b) im AnschluG an die Transkription die im Ansatz enthaltenen Proteine gegebenfalls abgetrennt und/oder 

degradiert werden, 

c) das markierte Transkript an einen festen Trager gebunden wird, 

d) die uberschussigen markierten NuWeotide entfernt werden und 

e) die Menge an markiertem Transkript bestimmt wird. 

35 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die zu transkribierende DNA-Sequenz mindestens eine NuWeobase ausgewShlt 
aus der Reihe Guanin, Cytosin oder Thymin nicht enthalt (G-freie, C-freie Oder T-freie Sequenz). 

3. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 und 2, wobei die G-freie, C-freie oder T-freie Sequenz eine 
40 Lange von mehr als 400 Nukleotiden aufweist. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 3, wobei die G-freie, C-freie oder T-freie Sequenz eine 
Lange von etwa 800 Nukleotiden aufweist. 

45 5. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 4, wobei das genregulatorische Element einen Promo- 
tor enthalt. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 5, wobei der Promoter eine "TATA"- Box und/oder eine 
Initiatorregion enthalt. 

50 

7. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 6, wobei das genregulatorische Element einen Enhan- 
cer enthalt. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 7, wobei das genregulatorische Element einen Silencer 
55 enthalt. 

9. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 8, wobei das genregulatorische Element ein Modellpro- 
motor ist. 
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10. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 9, wobei der Modellpromotor eine "TATA"- Box, eine 
Initiatorregion und zusatzliche Proteinbindende DNA-Sequenzen enthait 

11. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 10. wobei der Modellpromotor die "TATA"-Box des 
humanen T-Zellrezeptors VB 8.1, die Initiator (INR)-Region des ML-Promotors (adenovirus major late promoter) 
und 5 Bindungsstellen for das Hefe Gal4 Protein sowie zwischen der TATA"-Box und den Gal4-Bindungsstellen 
mindestens eine singulare Schnittstelle for eine RestriktionsendonuWease aufweist. 

12. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 9 bis 1 1 , wobei der Modellpromotor teilweise oder ganz durch 
mindestens ein zu untersuchendes genregulatorisches Element ersetzt wird und/oder der Modellpromotor durch 
mindestens ein zu untersuchendes genregulatorisches Elemente erganzt wird. 

13. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 12, wobei das genregulatorische Element und/oder das 
zu untersuchende genregulatorische Element ausgewahlt wird aus der Gruppe enthaltend die genregulatorischen 
Elemente der Gene von Adhasionsmolekulen, Wachstumsfaktoren Phosphodiesterase^ Phosphatases Kinasen, 
ATPasen, Membranrezeptoren, "second messenger" Rezeptoren, Hormonrezeptoren, Steroidrezeptoren, Metallo- 
proteasen, NO-Synthasen, 5-Lipoxygenasen, Zytokinen, Interleukinen, T-Zellrezeptoren, B-Zellrezeptoren, nukle- 
aren Rezeptoren, Viren und Retroviren oder Teile der genregulatorischen Elemente der genannten Gene. 

14. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprGche 1 bis 13, wobei das DNA-Template ein universelles Reporter- 
plasmid ist 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das DNA-Template das universale Reporterplasmid pGS100 gemaB Figur 2 
ist. 

16. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 14 und 15, wobei das universale Reporterplasmid die 
Sequenz gemaB Tabelle 1 (SEQ ID NO. 1) hat. 

17. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 14 und 15, wobei das universelle Reporterplasmid unter der 
DSM-Nummer 11450 hinterlegt ist. 

18. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 17, wobei der angereicherte Extrakt aus Zellkernen 
(angereicherter Kernextrakt) uber mindestens einen chromatographischen Schritt aufgereinigt wird. 

19. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 18, wobei der angereicherte Kernextrakt uber Kernpro- 
tein-bindende Materialien ausgewahlt aus der Reihe enthaltend Phosphocelluiose, DEAE-Cellulose oder Heparin- 
Sepharose aufgereinigt wird. 

20. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 19, wobei der angereicherte Kernextrakt uber eine 
P 1 1 ®-Saul e auf g erei nigt wird . 

21. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 20, wobei der angereicherte Extrakt durch mindestens 
einen generellen und/oder einen spezrfischen Transkriptionsfaktor erganzt wird. 

22. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 21. wobei der angereicherte Kernextrakt durch minde- 
stens einen generellen Transkriptionsfaktor ausgewahlt aus der Gruppe enthaltend TFIIA.TFIIB, TFIID oder TBP, 
TFIIE.TFIIF. TFIIH und TFII erganzt wird. 

23. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 22, wobei der angereicherte Kernextrakt durch minde- 
stens einen spezifischen Transkriptionsfaktor ausgewahlt aus der Gruppe enthaltend Protoonkogene, Hormonre- 
zeptoren, Tumorsuppressoren, virale Pathogene, STAT-Proteine, Proteine, die an "second messenger" 
Transduktionskaskaden beteiligt sind, nuWeare Rezeptoren, genspezifische Transkriptionsfaktoren, zelltypspezrfi- 
sche Transkriptionsfaktoren, gewebespezifische Transkriptionsfaktoren, differenzierungsabhangig exprimierte 
Transkriptionsfaktoren, entwicklungsspezrfisch exprimierte und zellzyklusspezHisch exprimierte Transkriptionsfak- 
toren und aus der Gruppe enthaltend Teile der genannten Transkriptionsfaktoren, wobei diese Teile gegebenfalls 
als Fusionsproteine eingesetzt werden kfinnen, erganzt wird. 

24. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 23, wobei der angereicherte Kernextrakt durch minde- 
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stens einen Kofaktor ausgewahlt aus der Reihe der generellen Kofaktoren, speztfischen Kofaktoren, positiven 
Kofaktoren, negativ n Kofaktoren, TAFs und Mediator en erganzt wird. 

25. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 24, wobei die im Transkriptionsansatz enthaltenen Pro- 
teine im AnschluB an die Transkription durch einen chemischen und/oder mechanischen und/oder enzymatischen 
Verfahrensschritt abgetrennt und/oder degradiert werden. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei der Verfahrensschritt ein Protease Verdau ist 

27. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 25 und 26, wobei fur den Protease Verdau Proteinase K ver- 
wendet wird. 

28. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 27, wobei das markierte Transkript an einen geladenen 
festen Trager gebunden wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, wobei der Trager eine DEAE- Cellulose Membran ist. 

30. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 29, wobei mindestens ein NuWeotid radioaktiv markiert 

ist. 

31. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 30, wobei die Verfahrensschritte a) bis e) entweder alle 
oder zumindest teilweise mit Hi He eines automatischen Systems durchgefuhrt werden. 

32. Verfahren nach Anspruch 31 , wobei das automatische System der Biomek 2000® ist. 

33. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 32, wobei die Transkription in Qegenwart eines zu 
test end en Wirkstoffs durchgefOhrt wird. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, wobei der zu testende Wirkstoff die Transkription inhibiert. 

35. Verfahren nach Anspruch 33, wobei der zu testende Wirkstoff die Transkription aktiviert. 

36. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 35, wobei 

a) mindestens zwei Transkriptionen parallel unter gleichen Bedingungen durchgefuhrt werden, wobei 

b) sich die Transkriptionsansatze nur dadurch unterscheiden, daB sie unterschiedliche Mengen des zu testen- 
den Wirkstoffs und/oder mindestens eines Transkriptionsfaktors und/oder mindestens eines Kofaktors 
und/oder eines angereicherten Kernextrakts enthalten, 

c) im AnschluB an die Transkription fur jeden Ansatz die erhaltene Menge an markiertemTranskript bestimmt 
wird und 

d) aus der Differ enz der erhattenen Mengen an markiertem Transkript die Wirksamkeit und/oder Spezrf itat des 
zu testenden Wirkstoffs, Transkriptionsfaktors, Kofaktors und/oder angereicherten Kernextrakts im Bezug auf 
das genregulatorische Element ermitteJt wird. 

37. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 36, wobei der Kernextrakt angereichert, aber nicht wei- 
ter aufgereinigt ist. 

38. DNA-Template nach Anspruch 1 , enthaltend eine zu transkribierende DNA-Sequenz, die unter der Kontrolle min- 
destens eines genregulatorischen Elements vorliegt, dadurch gekennzeichnet, daB die zu transkribierende DNA- 
Sequenz mindestens eine Nukleobase ausgewahlt aus der Reihe Guanin, Cytosin oder Thymin nicht enthalt, 
wobei die G-freie, T-freie oder C-freie Sequenz eine Lange von mehr als 400 NuWeotiden aufweist. 

39. DNA-Template nach Anspruch 38, wobei die zu transkribierende G-freie, T-freie oder C-freie Sequenz eine Lange 
von etwa 800 Nukleotiden aufweist. 

40. DNA-Template nach einem oder mehreren der Anspruche 38 und 39, wobei das genregulatorische Element einen 
Promotor und gegebenfalls einen Enhancer und/oder Sitencer enthalt. 
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41 . DNA-Template nach einem Oder mehreren der Ansprtiche 38 bis 40, wobei das DNA-Template das Reporterplas- 
mid pGSlOO gemaB Figur 2 ist. 

42. DNA-Template nach inem Oder mehreren der AnsprGche 38 bis 41, wobei das universale Reporterplasmid die 
5 Sequenz SEQ ID NO. 1 hat. 

43. DNA-Template nach einem Oder mehreren der AnsprOche 38 bis 41 , wobei das universelle Reporterplasmid unter 
der DSM-Nummer 1 1450 hinterlegt ist. 

10 44. Verwendung eines DNA-Templates nach einem oder mehreren der AnsprOche 38 bis 43 in einem Transkriptions- 
verfahren. 

45. Verwendung eines DNA-Templates nach Anspruch 44, wobei das Transkriptionsverfahren ein Verfahren nach 
einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 37 ist. 

15 

46. Verwendung eines Verfahrens nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 37 zur Identifizierung eines spezi- 
fischen pharmakologisch aktiven Wirkstoffes. 

47. Verwendung eines Verfahrens gemaft Anspruch 46 zur Identifizierung und Charakterisierung eines pharmakolo- 
20 gisch aktiven Wirkstoffs, wobei dieser pharmakologisch aktive Wirkstoff unter definierten Bedingungen die Tran- 

skription der unter der Kontrolle des genregulatorischen Elements vorliegenden zu transkribierenden DNA- 
Sequenz inhibiert. 

48. Verwendung eines Verfahrens gemaB Anspruch 46 zur Identifizierung und Charakterisierung eines pharmakolo- 
25 gisch aktiven Wirkstoffs, wobei dieser pharmakologisch aktive Wirkstoff unter definierten Bedingungen die Tran- 

skription der unter der Kontrolle des genregulatorischen Elements vorliegenden zu transkribierenden DNA- 
Sequenz aktiviert. 



45 
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